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緒　　　言
　近年，食習慣の変化や運動不足により肥満が増加し
ているが，メタボリックシンドロームとは，内臓脂肪
の蓄積がその最上流に位置し，肥満によって生じたイ
ンスリン抵抗性により，糖尿病，高脂血症，高血圧が
生じ，これらの疾患が重積することにより動脈硬化の
発症・進展に大きく関与することが病態の基盤となっ
ている（図１）．さらに，内臓脂肪型肥満は脂肪組織で
の炎症がインスリン抵抗性に密接に関係していること
が明らかになってきた1)．脂肪組織のマクロファージ
の蓄積は，人およびげっ歯類において体重と正相関し
ており，内臓脂肪組織中のマクロファージは，TNF-α，
IL-6，MCP-1（monocyte chemoattractant protein-1）
などを含む様々な炎症性サイトカインやケモカインを
分泌し，インスリン抵抗性を増強させている2,3)．高脂
肪食負荷により肥満を誘導したMCP-1欠損マウス4)
やCCR2（C-C chemokine receptor2）欠損マウスで
は5)，内臓脂肪組織中のマクロファージ蓄積や，イン
スリン抵抗性が改善し，逆にMCP-1を過剰発現させ
ると内臓脂肪組織中のマクロファージが増加し，イン
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図１　メタボリックシンドロームの病態
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スリン抵抗性を促進する4,6)．これらの結果から，内臓
脂肪組織中のマクロファージは肥満に伴うインスリン
抵抗性に強く関与していることが示唆される．
　一般に，単球/マクロファージの炎症組織への浸潤
は，ケモカインや内皮細胞や単球上に発現する接着分
子によって誘導され，rolling，sticking，migration の
ステップがあり，それぞれに接着分子が関与してい
る7)．以前に，我われは糖尿病性腎症の病態には炎症
のプロセスが関与しており，ICAM-1（intercellular 
adhesion molecule-1）欠損の糖尿病マウスでは，血糖
とは関係なく腎障害が抑制されることを報告した8)．
　しかし，単球が肥満の脂肪組織に浸潤する接着経路
は不明であるため，我われはふたつの肥満モデルマウ
スを用いて，内臓脂肪組織の接着分子遺伝子発現を
DNAマイクロアレイにてスクリーニングし，候補遺
伝子のノックアウトマウスを用いてその機能について
検討を行った．
材料と方法
１. 実験プロトコール
１) 実験１
　８週齢の雄性 db/db マウスとwild type（WT：
C57/BL6）マウス各10匹より採血および精巣周囲白色
脂肪組織を採取．
２) 実験２
　雄性C57/BL6マウスを，７から19週齢まで脂肪分
60%kcal の高脂肪食（10匹）または10%kcal の低脂肪
食（９匹）で飼育．腹腔内ブドウ糖およびインスリン
負荷試験を施行し，19週齢で採血し精巣周囲白色脂肪
組織を採取．
３) 実験３
　P-selectin glycoprotein ligand-1（PSGL-1）ホモ接合
性ノックアウトマウスとWT（C57/BL6）マウスに，
７から17週齢まで高脂肪食を負荷．腹腔内ブドウ糖お
よびインスリン負荷試験を施行し，17週齢で採血し精
巣周囲白色脂肪および肝臓組織を採取．
２. DNAマイクロアレイ
　実験１，２で採取した脂肪組織よりRNAを抽出し
標識 cRNAを作製．Affymetrix 社Mouse Genome 430 
2.0 DNAチップでハイブリダイゼーションを行い，対
照群に比し２倍以上に発現している遺伝子群を機能解
析する．
３. フローサイトメトリー
　10週齢の db/db マウスとWTマウスの各末梢血を，
LSMを用いて比重遠心法にて単球を分離する．また，
精巣周囲白色脂肪組織をコラゲナーゼ処理にて分解
し，間質血管細胞群を遠心分離する．分離した各細胞
を PSGL-1(PE)-F4/80(FITC）および PSGL-1(PE)-
CD31(FITC)の各蛍光抗体で二重染色し，FACS 
caliber で解析する．
４. インスリン刺激によるAkt リン酸化
　実験３の高脂肪食負荷 PSGL-1欠損マウスおよび
WTマウスに，麻酔下で下大静脈よりインスリン５単
位/body を静注し，５分後に大腿筋と肝臓組織を採取．
各々より蛋白を抽出し，Akt およびリン酸化Akt 抗体
にてウエスタンブロットで解析する．
結　　　果
１. db/db マウスの内臓脂肪組織でPSGL-1発現が
増加する
　実験１では，db/db マウスはHbA1c に差は認めず，
体重，精巣周囲白色脂肪重量や血清 LDL，随時血糖，
血漿インスリンはWTマウスより増加していた（図２
Ａ）．
　精巣周囲白色脂肪のDNAマイクロアレイでは，db/
db マウスで発現が増加している1080遺伝子のうち，
PSGL-1を含む47の細胞接着関連遺伝子を認めた．我
われは，PSGL-1が白血球と血管内皮細胞の両方に存
在しており，３種のセレクチンと広く結合が可能なこ
とから，この分子に着目した．さらに，定量 PCRでは
PSGL-1，F4/80，MCP-1，P-selectin の発現が db/db
マウス脂肪組織で増加しており（図２Ｂ），蛍光抗体二
重染色にて内臓脂肪組織においても白血球と血管内皮
細胞の両方に PSGL-1が存在することを確認した（図
２Ｃ，Ｄ）．
　フローサイトメトリーにて，末梢血および間質血管
細胞群のF4/80＋/PSGL-1＋細胞は，両群で差はみられ
なかったが，間質血管細胞群のCD31＋/PSGL-1＋細胞
はdb/db マウスで増加しており，肥満した内臓脂肪組
織では，血管内皮細胞上の PSGL-1の発現が有意に増
加することを確認した（図２Ｅ-Ｇ）．
２. 高脂肪食負荷マウスの内臓脂肪組織でPSGL-1発
現が増加する
　実験２では，BL6マウスに低脂肪食または高脂肪食
を負荷し，高脂肪食群では，体重，精巣周囲白色脂肪
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重量，血清 LDL，空腹時血糖，空腹時血漿インスリ
ン，HbA1c が増加していた（図３Ａ）．精巣周囲白色
脂肪のDNAマイクロアレイおよび定量 PCRで，db/
db マウスと同様に高脂肪食群でPSGL-1の発現増加を
認めた（図３Ｂ）．
３. 高脂肪食負荷PSGL-1欠損マウスでインスリン抵
抗性および感受性が改善する
　実験３では，高脂肪食負荷 PSGL-1欠損マウスと
WTマウスにおいて，体重，脂肪重量体重比，摂餌量，
空腹時血糖，HbA1c に差は見られなかったが（図４
Ａ），腹腔内糖（ブドウ糖1.2ℊ/㎏）およびインスリン
　 PSGL-1とインスリン抵抗性改善効果：佐藤千景 　
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図２　８週齢の db/db マウスと野生型マウ
スの検討
（Ａ）体重，脂肪重量，代謝データ．（Ｂ）
精巣周囲白色脂肪組織の遺伝子発現（real 
time RT-PCR）．C-D：酵素抗体二重染色．
（Ｃ）PSGL-1（緑）と白血球（CD45；赤），
（Ｄ）PSGL-1（緑）と血管内皮細胞（CD31；
赤）．E-G：フローサイトメトリー解析．（Ｅ）
末梢血単球中の PSGL-1陽性細胞，（Ｆ）精巣
周囲白色脂肪組織から抽出した間質血管細
胞群中の PSGL-1陽性細胞，（Ｇ）精巣周囲白
色脂肪組織から抽出した間質血管細胞群中
のCD31陽性細胞．（転載許諾を得て文献９
より一部改変して引用）
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図３　低脂肪食（LF）または高脂肪食（HF）12週間負荷後
のBL6マウスの検討
（Ａ）体重推移，代謝データ．（Ｂ）精巣周囲白色脂肪組織
の遺伝子発現（real time RT-PCR）．（転載許諾を得て文献９
より一部改変して引用）
図４　高脂肪食10週間負荷後の野生型マウス（WT-HF）と PSGL-1ノックアウトマウス（KO-
HF）の検討
（Ａ）体重，脂肪重量，代謝データ．（Ｂ）腹腔内糖負荷試験．（Ｃ）インスリン負荷試験．
（転載許諾を得て文献９より一部改変して引用）
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（ヒューマリンR 0.7単位/㎏）負荷試験において，
PSGL-1欠損マウスでインスリン抵抗性および感受性
の改善を認めた（図４Ｂ，Ｃ）．また血清 LDL，中性
脂肪，遊離脂肪酸も PSGL-1欠損マウスで改善を認め
た．これらの結果は，PSGL-1欠損が体重や脂肪重量
に関係なく，インスリン抵抗性や脂質代謝を改善させ
ることを示している．
　さらに PSGL-1欠損マウスでは，脂肪細胞サイズが
減少し（図５Ａ，Ｂ），マクロファージ浸潤も減少して
いた（図５Ｃ）．脂肪組織におけるF4/80，MCP-1，
IL-6，iNOS，leptin の mRNA発現も PSGL-1欠損マウ
スで低下していたが，非活性化マクロファージマーカ
ーである IL-10や LPL mRNAは PSGL-1欠損マウス
で増加し，活性化マクロファージマーカーである
CD11c mRNAは低下する傾向にあった（図５Ｄ）．イ
ンスリンシグナルの検討では，肝臓では変化はなかっ
たが，筋肉において PSGL-1欠損マウスでインスリン
刺激によるAkt リン酸化の増強を認めた（図５Ｅ）．
　肥満による脂肪肝に関しては，肝重量の減少と肝臓
の中性脂肪含量も低下する傾向にあり（図６Ａ），組織
学的にも PSGL-1欠損マウスにおいて脂肪肝の改善が
みられた（図６Ｂ）．
　 PSGL-1とインスリン抵抗性改善効果：佐藤千景 　
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考　　　察
　内臓脂肪組織へ単球／マクロファージが浸潤するメ
カニズムを解明するため，我われは db/db マウスと高
脂肪食負荷マウスの内臓脂肪について，両モデルとも
比較的早期の耐糖能障害の状態で検討を行い，肥満し
た内臓脂肪組織における PSGL-1の発現増加を確認し
た．さらに PSGL-1欠損マウスに高脂肪食を負荷した
結果，内臓脂肪へのマクロファージの浸潤やインスリ
ン抵抗性，脂質代謝，脂肪肝の改善を認めた．
　PSGL-1は P-selectin の機能的リガンドとしてクロ
ーニングされた接着分子であるが10)，P, E, L-セレク
チンすべてに結合する．ムチン様糖鎖をもち，白血球
や内皮細胞上に存在し，血小板－白血球，内皮－白血
球の結合に関与している．PSGL-1は，様々な組織に
発現しているが，造血細胞上に多く発現しているほか，
脂肪組織や脳にも多く発現している11)．
　今回フローサイトメトリーの結果から，血管内皮細
胞上の PSGL-1の発現増加が，肥満した内臓脂肪組織
へのマクロファージ浸潤や炎症に関与していることが
示唆された．
　最近では，肥満の脂肪組織ではマクロファージの極
性が，抗炎症性に働く非活性化Ｍ２マクロファージか
ら炎症性に働く活性化Ｍ１マクロファージに変化する
と報告されている12)．今回 PSGL-1の欠損は，脂肪組
織中のマクロファージを減少させるだけではなく，フ
ェノタイプをＭ１からＭ２に変化させることにより，
内臓脂肪組織における炎症を抑制すると考えられた．
さらに，筋肉でのインスリンシグナルの改善が，全身
のインスリン感受性を改善したと考えられる．
　また，高脂肪食負荷 PSGL-1欠損マウスにおける脂
質代謝および脂肪肝の改善は，インスリン抵抗性が改
善したことにより脂肪組織の LPL活性が改善し，全身
の脂質代謝が改善した可能性が考えられた．
結　　　論
　今回の結果は，PSGL-1が肥満マウスの脂肪組織に
マクロファージが浸潤する際に極めて重要な接着分子
であることを示唆している．PSGL-1は肥満に伴うイ
ンスリン抵抗性を予防する新規ターゲットの候補にな
ると考えられる．
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